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ABSTRAKT
Diplomová práce se zabývá problematikou biologické podstaty vzniku nádoru. Soust?edí se 
p?edevším na signální dráhu EGFR, která souvisí se vznikem kolorektálního karcinomu. Cílem práce 
je navrhnout a realizovat model bu?ky se signálovou dráhou EGFR v programu MATLAB a testovat 
tento model na skute?ných datech. K modelování bu?ky se signální dráhou EGFR je použit 
Schoeberl?v model, který je dopln?n pravd?podobnostní maticí. Tato pravd?podobnostní matice 
p?edstavuje pravd?podobnosti vzniku spontánních a indukovaných mutací v sledovaných genech. Do 
modelu bu?ky je zakomponována dráha p53, která je brána jako hlavní strážce genomu a MSI systém, 
který identifikuje stabilitu genomu na základ? poškození MMR gen?. K ur?ení poškození gen?
v horizontu 30 let slouží funkce DDR bariéry. Funk?nost celého modelu je ov??ena na základ? TNM 
systému, který charakterizuje klinický stav pacienta.  
KLÍ?OVÁ SLOVA
Nádorové onemocn?ní, kolorektální karcinom, biologické modely vzniku CRC, TNM 
klasifikace, biologická lé?ba, signální dráha EGFR, MATLAB, Schoeberl?v model, p53, MSI, MMR 
geny, DDR bariéra, fuzzy.  
ABSTRACT 
The diploma thesis deals with the biological essence of tumor formation. It focuses primarily 
on the EGFR signaling pathway, which is related to the development of colorectal carcinoma. The aim 
of the thesis is to design and implement the model of the cell with the EGFR signal path in MATLAB 
and to test this model on real data. A Schoeberl model is used to model the cell with the EGFR 
signaling pathway, supplemented by a probability matrix. This probability matrix represents the 
probability of occurrence of spontaneous and induced mutations in the monitored genes. A p53 
pathway is incorporated into the cell model, which is considered to be the main genome guard and an 
MSI system that identifies the stability of genome based on MMR genes damage. The DDR barrier 
aims to determine the damage of the genes at the 30-year horizon. The functionality of the entire 
model will be verified on the basis of the TNM system, which characterizes the clinical condition of 
the patient. 
KEYWORDS
Cancer, colorectal carcinoma, biological models of CRC, TNM classification, biological 
treatment, the EGFR signaling pathway, MATLAB, Schoeberl model, p53, MSI, MMR genes, DDR 
barrier,fuzzy  
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Seznam použitých symbol? a zkratek  
TAA – Tumor Asociated Antigen (antigen pro nádorové bu?ky) 
MMR – Mismatch Repair (repara?ní systém kódovaný s n?kolika geny)  
CRC – Colorectal Carcinoma (kolorektální karcinom) 
FAP –  Familial Adenomatous Polyposis (familiární adenomatózní polypóza) 
HNPCC – Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer (hereditární nepolypózní kolorektální 
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Úvod 
 P?edložená práce se zabývá problematikou poškození bun??ného cyklu, které zp?sobuje vznik 
nádoru. Jedná se o složitý proces signálních drah, jejich aktivaci, zp?tných vazeb a dodnes ne zcela 
jednozna?n? známých dalších d?j? a jejich kooperaci. Z tohoto d?vodu byla vybrána EGFR dráha 
ovliv?ující vznik kolorektálního karcinomu.   
 Kolorektální karcinom pat?í mezi nej?ast?jší nádorové onemocn?ní. Z genetického hlediska je 
d?líme na sporadické, familiární a hereditární formy. B?hem n?kolika let kumulující genetické a 
epigenetické zm?ny zp?sobují postupnou transformaci epitelu tlustého st?eva a kone?níku skrz 
hypertrofii až k metastazujícímu nádoru.  
 D?ležitou a molekulárn? biologicky dob?e prostudovanou cestou je signální dráha EGFR. 
Sou?ástí této dráhy je n?kolik desítek molekul, které zajiš?ují paralelní p?enos aktiva?ního signálu 
z povrchu bu?ky do bun??ného jádra, stimulující r?st a d?lení bun?k. Narušením rovnováhy zp?tných 
vazeb tohoto procesu, aktivací onkogen?, inhibicí tumorsupresor? a poškození repara?ních systém?, 
apoptózy a dalších zm?n, dojde k nekontrolovanému bun??nému d?lení. 
 V této práci je navržen a realizován model bu?ky se signální dráhou EGFR v programu 
MATLAB a testován na skute?ných datech. Používaný Schoeberl?v model je dopln?n maticí, která 
definuje pravd?podobnosti vzniku spontánních a indukovaných mutací ve sledovaných genech. Model 
bu?ky dále po?ítá s dráhou p53, hlavním strážcem genomu, a systémem MSI, odrážející stabilitu 
genomu na základ? poškození MMR gen?. Použitím funkce DDR bariéry v horizontu 30 let je získána 
k?ivka demonstrující míru poškození bu?ky.  
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1 Nádorové onemocn?ní  
 Nádor neboli novotvar, je obecn? ozna?ován za nov? vytvo?ený tká?ový útvar ?i bun??nou 
populaci v organismu, jejichž reakce na vn?jší nebo vnit?ní podn?ty nevzniká fyziologicky, jeví 
známky abnormality a více ?i mén? uniká z regula?ního vlivu okolních bun?k a celého organismu. 
 Tato samoregula?ní schopnost všech nádor? se projevuje p?edevším p?i regulaci bun??ného 
d?lení (proliferaci) a bun??né smrti. Díky t?mto proces?m je zajišt?na tká?ová homeostáza, která bývá 
narušena i za fyziologických podmínek (procesy hojení – reparace, náhrady ztracení tkání - regenerace 
nebo p?i zán?tech). Zdravý organismus je však vybaven mechanismy, které dokáží tento nerovnovážný 
stav omezit a nadbyte?nou proliferaci zastavit, jedná se o tzv. regulaci pomocí negativní zp?tné vazby. 
Proto p?i poruchách t?chto autoregula?ních mechanism?, které jsou nej?ast?ji zp?sobeny genetickými 
chybami, m?že dojít ke vzniku nádoru [1]. 
 Zdravá bu?ka má ur?itý tvar a strukturu. Reaguje na podn?ty ze svého okolí a ke vzniku 
dce?iných bun?k dochází pouze tehdy, kdy rovnováha stimula?ních a inhibi?ních signál?, které 
p?ichází z okolí, povolí bun??né d?lení [2].  
  Nádorová bu?ka se od zdravé bu?ky liší p?edevším:  
• Schopností neomezeného r?stu – tvorba vlastních r?stových faktor?
• Schopností r?stu bez p?sobení r?stových faktor?
• Neomezeným d?lením 
• Vysokou chromozomální nestabilitou - zm?n?ný po?et chromosom? ?i chromosomální 
p?estavby 
• Potla?ením tvorby normálních antigen? a vytvo?ením specifických membránových antigen?
pro nádorové bu?ky (nap?. TAA – Tumor asociated antigen) [1, 2] 
 Nádory lze d?lit podle míry nebezpe?í na benigní a maligní [2]. 
 Benigní neboli nezhoubný nádor je nádor, který je dosti podobný zdravé tkáni. Má ostré 
hranice od okolní tkán?, tedy nepror?stá do okolních struktur, nezakládá sekundární ložiska 
(metastázy), avšak projevuje se nekotrolovatelným r?stem.  
 Maligní nádor, neboli zhoubný, se projevuje také nekontrolovaným r?stem. Na rozdíl od 
benigního dochází k pror?stání do okolních tkání a k migraci nádorových bun?k do vzdálených míst 
pomocí krevního a lymfatického ob?hu, kde poté vznikají sekundární nádory – metastázy [1, 2]. 
1.1 Karcinogeneze 
 Karcinogeneze neboli vznik a vývoj nádorového onemocn?ní je velice složitý 
a mnohastup?ový proces. Tento proces je výsledkem kombinace genetických a epigenetických zm?n. 
Mezi genetické zm?ny pat?í mutace a mezi epigenetické zm?ny pat?í zm?ny, které ovliv?ují expresi 
gen? (zm?ny metylace DNA a acetylace histon?), p?enos signál? regulující bun??ný cyklus a další. 
Proto k tomu, aby bu?ka prošla procesem maligní transformace, je nutná ú?ast mnoha faktor? [2].  
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Proces karcinogeneze se skládá ze t?í fází – inicia?ní, promo?ní a progresní.  
 Inicia?ní a promo?ní fáze obsahují zm?ny struktury v DNA, progresní fáze zahrnuje 
p?edevším zm?ny v proliferaci iniciovaných bun?k a jejich potomk? a zm?ny v genové expresi 
(Obrázek 1) [2]. 
  
 Ve stádiu iniciace dochází k první genetické události, která je ?asov? krátká a nevratná. Zdravá 
bu?ka se m?ní v bu?ku iniciovanou. Tuto zm?nu vyvolávají genetické zm?ny v kritických genech 
(nap?. v proto-onkogenech). U sporadických forem nádor? iniciaci zp?sobují mutagenní kancerogeny 
a u nádor? hereditárních iniciaci zp?sobuje ztráta heterozygozity v odpovídající cílové bu?ce [2, 3].   
 Ve stádiu promoce iniciované bu?ky p?sobením promo?ních faktor? rostou a rozvíjí se. 
Vznikají tak shluky p?ednádorových bun?k. Mezi promo?ní faktory pat?í nap?íklad skupina  
nemutagenních látek v kou?i z cigaret, které povzbuzují iniciované bu?ky nádoru plic nebo zvýšená 
hladina žlu?ových kyselin zap?í?in?ná dietou, která je bohatá na tuky, u nádoru tlustého st?eva a rekta. 
Tato fáze je dlouho trvající (léta, desetiletí) a nejd?íve vratná, pozd?ji se však stává nevratnou.   
 Ve stádiu progrese dochází k vývoji samotného nádoru nahromad?ním mutací v ostatních 
genech v klonu. Dochází k velkým zm?nám v genomu, které zp?sobují zvýšení rychlosti proliferace 
a vznik metastáz. Mezi tyto zm?ny pat?í hlavn? zm?ny v po?tu chromozom?, p?estavby chromosom?
(translokace) a delece, inzerce a amplifikace gen?. Tato fáze zp?sobuje nevratný p?echod 
p?ednádorové populace v nádorovou a p?echod z benigního nádoru k malignímu (Obrázek 2) [2, 3].
Obrázek 1 Iniciace a promoce [2]
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 Než dojde k malignímu r?stu je zapot?ebí, aby se akumuloval dostatek mutací, což v?tšinou 
trvá desítek let. U n?kterých jedinc? je tato doba dosti zkrácena. P?í?inou zkrácení doby je d?di?nost 
n?kterých mutovaných gen?, které zp?sobují rakovinu. Jakmile rodi?ovská zárode?ná bu?ka obsahuje 
mutaci v ur?itém genu, tak u potomka je tato mutace obsažena ve všech bu?kách a tím se zvyšuje 
pravd?podobnost vzniku nádoru [2].   
B?hem karcinogenního procesu dochází k aktivaci onkogen? a zárove? k inaktivaci tumor-
supresorových a repara?ních gen? (MMR) [4, 5].  
1.1.1 Proto-onkogeny a onkogeny 
 V bun??ném genomu existují geny, které mají p?ímý vliv na vznik nádorového onemocn?ní, 
pokud dojde k jejich poškození. Tyto geny mají za fyziologických podmínek ur?itou strukturní funkci. 
Kódují p?edevším r?stové faktory, jejich receptory a jiné látky ovliv?ující r?st, faktory, které se ú?astní 
p?enosu signálu v bu?ce (transduk?ní mechanismy) a faktory, které se ú?astní regulace genové exprese 
(transkrip?ní faktory). V této fázi se nazývají proto-onkogeny, které plní svou b?žnou funkci a 
nedisponují žádnými negativními vlivy na bu?ku. Je t?eba si uv?domit, že i b?žný vliv proto-onkogen?
je p?evážn? takový, že podporuje d?lení bu?ky [6]. 
Základní osa regulace bun??ného r?stu a d?lení:
Syntéza r?stového faktoru → r?stový faktor → odpovídající receptor → p?enos biosignálu z receptoru 
→ výkonné mechanismy vzájemn? p?sobící s jadernou DNA → finální ovlivn?ní bun??ného cyklu. 
Obrázek 2 Karcinogeneze [2] 
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Jak jde vid?t, proces regulace bun??ného r?stu a d?lení je možno narušit v jakékoli fázi. 
Jakmile proto-onkogeny jsou zasaženy mutací, jsou už ale nazývány onkogeny. Onkogeny jsou tedy 
tytéž strukturní geny jako proto-onkogeny, ale již mutované. Název nám už napovídá, že je jejich vliv 
na bu?ku ?ist? negativní ?ili "rakovinotvorný". I když se každý gen v genomu bu?ky vyskytuje 
ve dvou alelách, u proto-onkogen? sta?í zasáhnout mutací pouze jednu alelu genu, aby došlo 
k odstartování vzniku nádorového onemocn?ní (Obrázek 3) [6, 7]. 
 Mezi nej?ast?jší mutace u proto-onkogen? pat?í bodové mutace a chromozomové p?estavby. 
Bodové mutace narušují p?vodní sekvenci nukleotidu a zp?sobují za?azení jiné aminokyseliny 
?i vznik STOP kodonu, kdy dochází k ukon?ení translace. U chromozomových p?estaveb dochází 
k narušení sekvence genu nebo p?emíst?ní genu k vysoce aktivní promotorové oblasti, gen tedy bude 
p?episován o hodn? ?ast?ji než za fyziologických podmínek [6].  
  
Obrázek 3 Proto-onkogeny a onkogeny [7] 
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1.1.2 Tumor-supresorové geny 
 Tumor-supresorové geny, neboli nádorov? supresorové geny ?i nádorové supresory, potla?ují 
vznik nádorového onemocn?ní. Mezi hlavní funkci t?chto gen? pat?í ?ízení bun??ného cyklu, a fungují 
jako "pojistky", které vypnou bun??ný cyklus v p?ípad? nekontrolovaného d?lení ?i poškození 
genetické informace. Pokud dojde k inaktivaci tumor-supresorových gen?, zvyšuje 
se pravd?podobnost, že bu?ky uniknou z vlivu kontrolních mechanism? a za?nou nekontrolovan? r?st 
a dojde tak k invazivit? a vývoji nádoru. V?tšina gen?, které kódují nádorov? supresory, jsou recesivní. 
K úplné ztrát? jejich funkce dochází jen v p?ípad?, že budou poškozeny ob? alely t?chto gen?. 
Inaktivace pouze jedné alely je nedosta?ující a proto je pot?eba dv? mutace, které vy?adí ob? alely 
z funkce (Obrázek 4) [6, 7]. 
  
Tumor-supresorové geny hrají velmi podstatnou roli p?i d?di?nosti nádorových onemocn?ní. 
Již víme, že v každé zdravé bu?ce je pot?eba postupn? inaktivovat mutací ob? alely konkrétního 
nádorov? supresorového genu, aby mohlo dojít k rozvoji nádorového onemocn?ní. Jestliže však jeden 
z rodi?? vlastní již mutovanou alelu nádorov? supresorového genu a p?edá ji svému potomkovi, potom 
sta?í, aby mutace postihla pouze jednu alelu genu – tu druhou (zdravou) a automaticky se zvyšuje 
pravd?podobnost vzniku nádorového onemocn?ní. Tato situace se nazývá tzv. Knudsonova teorie 
dvojího zásahu. Za první zásah je považováno „zd?d?ní“ jedné mutované alely od n?kterého z rodi??
a za druhý zásah je považována mutace druhé alely genu, kterou jedinec získá v pr?b?hu života.  
 Lidé s t?mito genetickými predispozicemi mají znateln? zvýšenou šanci, že u nich dojde 
k rozvoji ur?itého nádorového onemocn?ní.  
 Mezi nejznám?jší tumor-supresorové geny pat?í TP53 a RB1 [6, 7] 
  
Obrázek 4 Tumor-supresorové geny [7] 
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1.1.3 MMR geny 
 MMR geny neboli "mismatch repair" geny kódují MMR proteiny, které jsou d?ležitými strážci 
genomu. MMR proteiny totiž znemož?ují hromad?ní samovolných mutací vznikající b?hem procesu 
replikace DNA [1]. "Mismatch repair" geny se p?edevším uplat?ují p?i oprav? chybn? spárovaných 
nukleových bází b?hem procesu DNA replikace a p?i oprav? poškození DNA zp?sobené mutageny [8].  
 Na Obrázku 5 je možné vid?t "mismatch repair" systém. V prvním kroku jsou rozpoznány 
špatn? p?i?azené báze ("mismatch repair") pomocí protein? MSH2 a MSH6, inzerce/delece pomocí 
protein? MSH2 a MSH3 a jsou signalizovány poškozené sekvence. V místech poškození dochází 
k aktivaci protein? MLH1 a PMS2 pro místa "mismatch repair" a protein? MLH1 a MLH3 pro 
inzerce/delece. V posledním kroku dochází k vyst?ižení chyb, syntéze DNA a ligaci [9, 10, 11].  
Obrázek 5 "Mismatch repair" proces [11]
 Poškození tohoto DNA opravného systému vede k „mutovanému fenotypu“, ve kterém 
dochází k akumulaci genetických mutací v genomu, a to zejména v opakujících se sekvencích DNA 
nazývané mikrosatelity. Mezi p?íklady mikrosatelitních sekvencí pat?í mono- (AAAA), di- 
(CACACACA) a tri- (CAGCAGCAGCAG) nukleotidy, které se opakují. Chyby replikace v t?chto 
opakujících se sekvencí jsou b?žné a jejich neefektivní opravy vedou k hromad?ní mutací, což 
se ozna?uje jako mikrosatelitní nestabilita (MSI). N?které mikrosatelitní sekvence jsou v nekódujících 
oblastí genomu, zatímco jiné jsou v genech. P?edpokládá se, že hromad?ní mutací v mikrosatelitních 
sekvencí nádorov? supresorových gen?, je m?že deaktivovat a urychlit tak proces maligní 
transformace [11].   
 Prvotní poznámka o úloze "mismatch repair" gen?, co se tý?e teorie karcinogeneze, byla 
uvedena v souvislosti se sporadickým nádorem tlustého st?eva a rekta [12].  
 Mezi "mismatch repair" geny pat?í geny MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS2 a další. 
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2 Kolorektální karcinom
Kolorektální karcinom pat?í mezi nej?ast?jší nádorové onemocn?ní zejména ve vysp?lých 
zemích sv?ta. V?tšina p?ípad? jsou sporadických, jejichž genetické zm?ny jsou omezeny jenom na 
tlusté st?evo a kone?ník. U familiárních forem riziko vzniku onemocn?ní u p?íbuzných je dáno 
genetickým pozadím organizmu, v?tšinou p?enosem gen? s malým ú?inkem a jejich kombinací u 
daného jedince. Hereditární formy jsou zp?sobeny segregací konkrétního malého po?tu gen? s velkým 
ú?inkem na karcinogenezi. Karcinom vzniká v bu?kách epitelu tlustého st?eva nebo kone?níku a proto 
je ozna?en jako kolorektální karcinom (CRC). [13]. 
 Mezi charakteristické klinické p?íznaky CRC pat?í krvácení z kone?níku, chudokrevnost, 
snížení hmotnosti, ztráta chuti k jídlu, nevolnost a další. Vliv na pravd?podobnost vzniku nádorového 
onemocn?ní tlustého st?eva a rekta má vyšší v?k, mužské pohlaví a životní styl (stravování, kou?ení, 
nadm?rná konzumace alkoholu, nižší fyzická aktivita). Zajímavostí je, že vysoký p?íjem vápníku 
a ?esneku pravd?podobnost vzniku CRC snižuje [14, 15]. 
 Rakovina tlustého st?eva a rekta se ?adí k nej?ast?ji karcinom?m v ?eské republice. V?tšina 
kolorektálních karcinom? (75-80 %) jsou sporadického charakteru. Tyto nádory jsou zp?sobené 
hlavn? vn?jšími vlivy. Zbytek kolorektálních karcinom? (20-25 %) mají familiární a hereditární 
charakter, jsou tedy vrozené. Výskyt familiární formy nádorového onemocn?ní st?eva a rekta se uvádí 
15-20 %. D?ležitým faktorem této vrozené formy je pozitivní nádorová rodinná anamnéza, lokalita a 
životní styl celé rodiny (pohybové a stravovací návyky).  Výskyt hereditární formy nádorového 
onemocn?ní st?eva a rekta se uvádí pouze asi 5%. Tato forma je zap?í?in?na vrozenou predispozicí, 
zp?sobené p?enosem poškozeného genu. K významným typ?m vrozených forem nádoru tlustého 
st?eva a rekta ?adíme familiární adenomatózní polypóza (FAP) a Lynch?v syndrom, d?íve ozna?ovaný 
jako hereditární nepolypózní kolorektální karcinom (HNPCC) [16, 17].  
2.1 Familiární adenomatózní polypóza 
 Familiární adenomatózní polypóza (FAP) je autozomáln? dominantní onemocn?ní, které 
se vyzna?uje stovkami až tisíci polyp? v tlustém st?ev? a kone?níku, nebo menším po?tem polyp?
avšak v mladším v?ku, p?edevším u rodin s prokázanou FAP. Polypy se za?ínají tvo?it okolo 15. roku 
v?ku, p?i?emž ve v?ku 35 let má polypy 95 % osob. U v?tšiny pacient? dochází bez chirurgické lé?by 
k vývoji kolorektálního karcinomu. Frekvence výskytu FAP je 1/5000–7500 a tvo?í 0,5-1 % všech 
nádor? CRC [18, 19].  
 P?í?inou onemocn?ní jsou zárode?né mutace v genu APC (Adenomatous Polyposis Coli). APC 
gen pat?í mezi tumor-supresorové geny, které regulují bun??ný cyklus, zabra?ují nekontrolovanému 
d?lení bun?k a potla?ují vznik a rozvoj nádoru. Tento gen se nachází na dlouhém raménku 5. 
chromosomu (5q21) a bylo již zjišt?no 690 zárode?ných mutací, které zp?sobují vznik nefunk?ního 
proteinu. Typ a lokalizace mutace v genu APC mají vliv na klinické projevy onemocn?ní FAP, proto se 
Familiární adenomatózní polypóza vyskytuje ve více formách [18, 19].  
T?žká polypóza se projevuje p?ítomností více než 5 000 kolorektálních polyp? a je v?tšinou 
zjišt?na u pacient?, kte?í vlastní zárode?nou mutací v APC genu lokalizovanou mezi kodony 486-499, 
1249-1464 a v kodonu 233. Kodon je ozna?ení pro trojici nukleotid?, jejichž vzájemná kombinace 
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ur?uje druh aminokyseliny. Nejt?žší forma Familiární adenomatózní polypózy obsahuje mutaci 
v míst? kodonu 1249-1330 a dochází tak k rozvoji onemocn?ní ve velmi mladém v?ku (okolo 20 let 
v?ku) a jedná se o nej?ast?jší mutaci, která s delecí p?ti bází v kodonu 1061 tvo?í asi 15-20 % mutací 
u pacient? s FAP [18, 19].   
Atenuovaná forma FAP se vyzna?uje výrazn? menším po?tem adenomatózních polyp? (mén?
než 100) a bývá zjišt?na p?edevším u pacient? se zárode?nou mutací v genu APC, která se vyskytuje 
na externím 5´ konci (mezi kodony 1-163) nebo na 3´ konci (mezi kodony 1860-1987). Mutace se také 
m?že nalézat v exonu 9, v oblasti podléhající alternativnímu sest?ihu [19].  
Manifestace FAP mimo kolorektum zahrnují desmoidní nádory, polypy v horním 
gastrointestinálním traktu a osteomy a jsou pozorovány u pacient? s mutací APC genu v míst? mezi 
kodony 1395-1578 [19].  
MYH asociovaná polypóza pat?í mezi autozomáln? recesivní onemocn?ní, které je podmín?no 
bialelickou zárode?nou mutací v genu MYH. Gen MYH se nachází na p raménku (krátké raménko), 
chromozomu 1. Jeho nejd?ležit?jší funkcí je odstran?ní chyb v DNA zp?sobených oxidací. Nalezené 
varianty v genu MYH m?lo 7 % pacient?, kterým byla diagnostikována klasická adenomatózní 
polypóza. U t?chto pacient? nebyla však nalezena zárode?ná mutace v genu APC [18, 20]. 
 Jak již bylo zmín?no, Familiární adenomatózní polypóza pat?í mezi d?di?né onemocn?ní, 
proto by m?li být vyšet?eni všichni p?íbuzní prvního stupn? (rodi?e, sourozenci, d?ti od 10 do 15 let) 
a m?lo by jim být nabídnuto genetické poradenství u klinického genetika [19].  
2.2 Lynch?v syndrom 
 Lynch?v syndrom pat?í mezi autozomáln? dominantní onemocn?ní. Tento syndrom 
se vyzna?uje germinální mutací v MMR genech. MMR geny pat?í mezi tumor supresorové geny 
vytvá?ející enzymy, které opravují chyby v DNA vzniklé p?i tvorb? kopií (replikaci) [21, 22].  
 První zmínku o Lynchov? syndromu zapsal profesor Warthin v roce 1913. Lynch?v syndrom 
popsal jako p?ípad „karcinomové rodiny G“. Když se nadále tímto p?ípadem zabýval, zjistil primární 
rysy tohoto syndromu [21]:  
• vyšší po?et nov? vzniklých adenokarcinom?, p?edevším kolorektálních, 
• vyšší riziko rozsáhlejších nádor?, 
• autozomáln? dominantní d?di?nost, 
• vznik rakoviny tlustého st?eva a rekta v d?ív?jším v?ku. 
V pozd?jších dobách byl tento syndrom pojmenován jako „hereditární nepolypózní kolorektální 
karcinom“ (HNPCC), od tohoto názvu se však v sou?asnosti upouští a používá se termín „Lynch?v 
syndrom“. 
V dnešní dob? se u pacient?, kterým je diagnostikován Lynch?v syndrom, o?ekává 
pravd?podobnost vzniku kolorektálního karcinomu až 5%. Pravd?podobnost vzniku dalšího nádoru 
tlustého st?eva je u tohoto syndromu 16% a dále se zvyšuje riziko vzniku nádorového onemocn?ní 
endometria, žaludku, vaje?ník?, tenkého st?eva, k?že, ledvin a mozku. Typickým znakem Lynchova 
syndromu je možnost diagnostikovat až zhoubný nádor, p?ed jeho vznikem nejsou zaznamenány žádné 
nezhoubné zm?ny [21].  
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Jsou známé dva typy Lynchova syndromu, Lynch?v syndrom I (Hereditary site specific colon 
cancer) a Lynch?v syndrom II (The cancer family syndrome). Pro Lynch?v syndrom I je typická vyšší 
incidence nádorového onemocn?ní tlustého st?eva  je charakteristický zvýšenou incidencí rakoviny 
tlustého st?eva. U Lynchova syndromu II je typická vyšší pravd?podobnost výskytu extrakolonických 
adenokarcinom? žaludku, slinivky b?išní a d?ložní sliznice. Tyto adenokarcinomy vznikají v docela 
raném v?ku [23].  
2.3 Biologické modely vzniku CRC 
Rakovina tlustého st?eva a rekta je zp?sobena kumulací získaných genetických a epigenetických 
zm?n. Díky t?mto zm?nám dochází k p?em?n? žlázových epitelových bun?k do invazivních 
adenokarcinom?. Existují minimáln? dva modely vzniku nádor? tlustého st?eva a rekta sporadického 
charakteru. 
Klasickým modelem je model adenom-karcinom, který vychází z Fearon Vogelsteinova modelu. 
Tento model je také ozna?ován jako tzv. supresorová cesta (adenoma-carcinoma pathway), protože 
dochází k mutacím onkogen? a tumor-supresorových gen? (KRAS, APC, TP53, DCC). Tato cesta pat?í 
také do modelu chromozomální instability [24].   
 Druhým podstatným modelem vzniku CRC je model mikrosatelitní instability, dle n?hož 
vzniká až 15 % p?ípad? kolorektálního karcinomu sporadické formy. Jeho charakteristickým rysem je 
akumulace mutací v mikrosatelitových sekencích MMR gen?. Mezi nejvíce mutované geny z MMR 
gen? pat?í MLH1 a MSH2. 
Mezi t?mito dv?ma modely jsou ur?ité molekulární rozdíly. Je známo, že nádory vznikající dle 
Fearon Vogelsteinova modelu jsou závažn?jší než nádory, které vznikají dle modelu mikrosatelitní 
instability [25]. Další možností vzniku CRC je tzv. serrated pathway, kdy dochází k hypermetylaci 
gen?, která zp?sobuje zvýšenou MAPK/ERK signalizaci zp?sobující proliferaci bun?k. Pozd?ji 
dochází k metylaci nebo mutaci dalších gen? a ztráta tumor-supresorových gen? (TP53), což vede 
k vývoji kolorektálního karcinomu (viz Obrázek 6) [24, 26, 27].  
Obrázek 6 Modely vzniku CRC 
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2.3.1 Model adenom-karcinom 
Nej?ast?ji vznikají zhoubné nádory (karcinomy) z již p?ítomných nezhoubných nádor?
žlázového epitelu (adenom?). Proto se tento model nazývá adenom-karcinom a byl navrhnut pány 
Fearonem a Vogelsteinem v roce 1990. Tento model popisuje jednotlivé kroky p?em?ny normálního 
epitelu na adenom, invazivní zhoubný nádor a dále na metastatický karcinom (viz Obrázek 7). 
U jednotlivých krok? jsou vid?t specifické genetické zm?ny. Díky tomu dochází k propojení tká?ové 
morfologie s genetikou [24].  
 V po?áte?ním stádiu vývoje kolorektálního karcinomu dochází k inaktivaci tumor-supresoru 
APC, což zp?sobuje vznik abnormální tkán? ve st?evním epitelu a následnou možnost vzniku brzkých 
adenom?. V dalším stádiu vývoje dochází k aktivaci proto-onkogenu KRAS ?i BRAF. P?em?na 
pokro?ilého adenomu v pozdní adenom je zp?sobena ztrátou chromozomu 18 a DCC genu. Další 
zm?nou je ztráta tumor-supresoru TP53 a zisk dlouhého raménka (q raménko) chromozomu 8, které 
zp?sobují p?echod pozdního adenomu v karcinom. Aby nádor za?al metastazovat, je pot?eba ztráty 
krátkého raménka (p raménko) chromozomu 8 [24, 28, 29].  
Obrázek 7 Model adenom-karcinom 
Díky modelu adenom-karcinom došlo k lepšímu pochopení molekulární patogeneze. Model 
prošel mnohými úpravami. Prvotní model byl lineární a domn?nkou bylo, že pouze benigní 
a tubulovilózní adenomy se mohou m?nit v invazivní karcinom. Model byl pozd?ji p?epracován a ?ídí 
se t?emi základními principy: 
• k zahájení karcinogeneze je t?eba více genetických zm?n, 
• progrese kolorektálního karcinomu se ú?astní n?kolik tichých posl?, 
• adenomy vznikají z ACF v epitelu tlustého st?eva [30]. 
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2.3.2 Model chromozomální instability (CIN) 
Chromozomální instabilita se považuje za nestabilitu na úrovni celých chromozom?. Pat?í sem 
p?edevším numerické chromozomální zm?ny nebo mnohonásobné strukturální aberace, které jsou 
zp?sobené p?edevším poškozením procesu mitózy. U kolorektálního karcinomu je tento model 
nej?ast?jší, 65-70 % nádor? sporadického charakteru, které jsou zp?sobeny ztrátou ?i ziskem celého 
chromozomu nebo ?ásti chromozomu. Tyto zm?ny vedou k variabilit? karyotyp? mezi bu?kami. 
Chromozomální instabilita je nejspíš dominantního charakteru, protože sta?í ztráta pouze jedné 
funk?ní alely, aby se projevila. Vlivem chromozomální nestability dochází také k ?astým aneuploidiím 
(zm?na po?tu chromozom?), amplifikacím gen? (zmnožení) a také ke ztrát? heterozygozity (LOH). 
Ztráta heterozygozity rozlišuje nádory, které vznikají cestou chromozomální nestability od nádor?, 
které vznikají cestou mikrosatelitní nestability [31, 32]. 
Mechanismus, který vede ke chromozomální nestabilit?, je nap?íklad chyba v odd?lování 
chromozom? v mitóze, která je zp?sobena mutací gen? kódujících proteiny (MAD1L1, MAD2L1, 
BUB1, KIF11), které regulují mitotický kontrolní bod. 
Vznik aneuploidií není úpln? známý. Aneuploidie mohou vzniknout nap?íklad chybným 
rozchodem chromozom? (špatné uspo?ádání d?lícího v?eténka), translokací, amplifikací ?i 
nondisjunkcí. Zp?sobují destabilizaci genomu, vznik klonálních mutací a heterogenní fenotyp. 
Aneuploidie tedy podn?cují karcinogenzi zvýšením ztráty heterozygozity tumor-supresorových gen?
?i amplifikací onkogen? [33]. 
 Dalším zp?sobem vzniku chromozomální instability je neobvyklý po?et ?i špatná funkce 
centromery nebo nefunk?nost telomery. Telomery jsou oblasti na konci chromozom?, které mají 
funkci zabránit vzájemnému spojení, exonukleolytické degradaci a nesprávné mitotického 
a meiotického rozd?lení sesterských chromatid. Telomery obsahují opakující se sekvenci TTAGGG 
a jejich délka v normální bu?ce je kolem 7-13 kb. V somatické bu?ce dochází ke zkracování o 50-200 
bp s každým bun??ným d?lením, což zp?sobuje snížení replika?ního potenciálu. 
Chromozomální nestabilita zp?sobuje ztrátu wild type alely (normální varianta, která se 
vyskytuje ve volné p?írod?) tumor-supresorových gen? APC, P53 a SMAD 4. Tyto tumor-supresorové 
geny za obvyklých okolností zabra?ují vzniku maligního fenotypu [31, 34].
2.3.3 Model mikrosatelitové instability (MSI) 
 Model mikrosatelitové instability byl sestaven jako alternativní model k modelu 
chromozomální instability (CIN). Tímto zp?sobem vzniká 15-20% kolorektálních karcinom?
sporadického charakteru. Stejn? jak u modelu chromozomální instability, progrese kolorektálního 
karcinomu je zp?sobena inaktivací APC proteinu [35, 36, 37].  
 Model MSI se vyzna?uje akumulací mutací v mikrosatelitech. Mikrosatelity p?edstavují krátké 
tandemov? opakující se sekvence DNA, které jsou citlivé na replikaci DNA. DNA polymeráza na 
t?chto místech lehce sjíždí a zp?sobuje vznik kratších repetitivních sekvencí (delece) nebo delších 
repetitivních sekvencí (inzerce). Délka mirkosatelit? co se tý?e jednoho jedince je stejná, avšak u více 
jedinc? se m?že m?nit. Jestliže je nalezana v nádorové tkáni mikrosatelitní sekvence odlišné délky, 
dochází k mikrosatelitní nestabilit?. Mutace v mikrosatelitových oblastech jsou vyvolávány 
po?áte?ním poškození MMR gen?, což zp?sobuje poškození repara?ního systému. Jak moc je 
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repara?ní systém poškozen zjistíme pomocí mikrosatelitní instability (MSI), která je rozd?lana na t?i 
stupn? [36]: 
• MSS – mikrosatelity jsou stabilní ? repara?ní systém je stabilní 
• MSI-L – nízká ?etnost nestabilních mikrosatelit? nebo ?etnost nestabilních mikrosatelitních 
sekvencí je nižší než 30-40 % ? repara?ní systém je lehce nestabilní 
• MSI-H – vysoká ?etnost nestabilních mikrosatelitních sekvencí nebo ?etnost nestabilních 
mikrosatelit? je vyšší než 30-40 % ? repara?ní systém je t?žce nestabilní   
  Repara?ní systém MMR zahrnuje alespo? t?chto sedm tumor-supresorových gen?: MLH1, 
MLH3, MSH2, MSH3, MSH6, PMS1 a PMS2. MMR geny kódují MMR proteiny vytvá?ející skupinu, 
která se naváže na závadné místo DNA, ur?í správný ?etezec, chybu vyst?ihne a opraví. Jestliže je 
repara?ní systém funk?ní, opraví i již zmi?ované chyby DNA polymerázy. Mutace v mikrosatelitních 
oblastech nádorových bun?k se objevují 100 až 1000 krát ?ast?ji než u normálních bun?k. Jedná se o 
mutace, které posunují ?tecí rámec (frameshift mutations) [38].  
2.3.3.1 MSI-L 
Mezinárodní kritéria klasifikace nádor? byla stanovena v roce 1998. V t?chto kritériích bylo 
doporu?eno p?t marker? (oblastí), které obsahovaly dv? mononukleotidové repetivní sekvence 
(BAT26 a A4725) a t?i dinukleotidové (D5S346, D2S123, a D17S250).  
Pro stupe? nestability mikrosatelit? MSI-L byla ur?ena nestabilita v jedné z p?ti dohodnutých 
oblastí [38].  
Úloha MSI-L je stále nejistá, nebyl totiž objeven ani jeden významný rozdíl mezi MSI-L 
a MSS. Z tohoto d?vodu MSI-L zm?ny nemohou pat?it mezi ukazatele genomové instability, ale 
mohou být užite?nými ukazateli mitotického d?lení a klonality. Zm?ny MSI-L mohou být skrytou 
p?í?inou genetické instability ve všech nádorech. National cancer Institute se domníval, že pokud by 
se analyzovalo dostate?ný po?et marker?, nádory, které nejsou ozna?eny MSI-H, by spadaly do 
skupiny MSI-L. Avšak byla nalezena zm?na, která tuto domn?nku vyvrátila. Z toho d?vodu 
se ujednalo, že se jedná s v?tší pravd?podobností o rozdíly kvantitativní, které zachycují evolu?ní 
historii, než o kvalitativní rozdíly genetických drah, které se podílejí na kracinogenezi [35, 39].  
Skupina autor? pokládali MSI-L zm?ny za mezistupe? mezi MSS a MSI-H. Molekulární 
charakteristiky MSI-L nádor? jsou bližší k molekulárním charakteristikám MSS nádor? než 
k molekulárním charakteristikám MSI-H nádor?. Nap?íklad KRAS mutace se objevuje více u MSI-L 
než u MSI-H nádor? tlustého st?eva a rekta. Zjistilo se, že mutace, které byly p?ítomny v MSI-H 
nebyly p?ítomny v MSI-L. MSI-L zm?ny tedy spadají do jiné molekulární fenotypické kategorie než 
MSI-H [40].  
N?které ?lánky se zabývají existencí charakteristických marker? pro MSI-L a dokazují, že se 
jedná o markery MYCL a D2S123, které bývají mutované více než v nádorech MSI-H. Najdou se 
i skupiny autor? ?lánk?, kte?í ozna?ují MSI-L nádory za jedine?né a s ni?ím nesrovnatelné [42]. 
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2.3.3.2 MSI-H 
 Pro stupe? nestability mikrosatelit? MSI-H byla ur?ena nestabilita ve dvou nebo více z p?ti 
dohodnutých oblastí. Pokud porovnáváme tká? s MSI-H nádoru s normální tkání, je nestabilita 
stanovena jako libovolná zm?na délky mikrosatelitních sekvencí (delece ?i inzerce). [36].  
 Pro MSI-H je charakteristický vysoký po?et mutací, které jsou zp?sobeny nefunk?ností MMR 
systému. MSI-H vzniká poškozením obou funk?ních alel jednoho genu. U kolorektálního karcinomu 
sporadického charakteru jsou p?í?inou mikrosatelitní instability MSI-H zárode?né mutace ?i 
epigenetické zm?ny v genu MLH1 a MSH2. Mutace v ostatních MMR genech jsou mén? ?asté. Je 
tedy možné nahlížet na to tak, že ztráta funk?nosti genu MLH1 a MSH2 je možné spojit s úplnou 
nefunk?ností repara?ního systému (MMR systému) [42].  
 Pacienti s MSI-H nádory se projevují r?zn?, hlavn? z klinického a histopatologického 
hlediska. Z tohoto d?vodu je nutné a velmi d?ležité ur?it u každého pacienta zvláš? cestu 
karcinogeneze. Z jednoho ?lánku vyplývá, že mikrosatelitní intstabilita MSI-H je mén? ?astá 
u pacient?, kterým byl diagnostikován kolorektální karcinom mezi 55 až 70 rokem, v ostatních 
p?ípadech je pravd?podobnost MSI-H v?tší. V ostatních ?lánkách nebylo toto tvrzení potvrzeno.   
 MSI-H karcinomy se nachází v?tšinou na pravé stran? tlustého st?eva. Bylo zjišt?no, že t?mito 
MSI-H nádory více je postiženo žen než muž?. Pro MSI-H nádory je typická hlubší invaze, ale nižší 
stupe? vývoje nádoru [43, 44]. 
 N?kte?í auto?i tvrdí, že pacienti s MSI-H nádory mají lepší prognózu než pacienti s MSI-L 
nádory ?i MSS, jiní tvrdí zase n?co jiného. Lepší prognóza MSI-H nádor? byla z?ejmá hlavn? ve 
stádiu II a III rakoviny tlustého st?eva a rekta. Pacienti, kte?í m?li vzdálené metastáze (stádium IV) 
a MSI-H v genu TGF-? II, vycházeli u nich lepší výsledky než u pacient?, kte?í byli v tomto genu wild 
type. MSI status je považován za p?edpov?? pozitivního výsledku, který nezávisí na stádiu nádoru a 
lé?b? pacient?. Pro MSI je charakteristická bohatá lymfocytární infiltrace a menší výskyt metastáz. 
Proto je MSI-H veden jako fenotyp s p?íznivou prognózou [43, 44, 45].   
  U CRC sporadického charakteru nádory MSI-H neobsahují rozsáhlé cytogenetické 
abnormality a v?tšinou ani nedochází k aneuploidiím.  
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2.4 TNM klasifikace CRC 
 TNM klasifikace p?edstavuje klasifikaci zhoubných nádor?. TNM systém byl vyvinut mezi 
roky 1943 a 1952 Pierrem Denoix z Francie. Od té doby se postupn? m?nila, rozši?ovala a 
zdokonalovala.  
 Podrobný klinický popis zhoubných nádor? a histopatologická klasifikace má ?adu ú?el?: 
• pomáhá klinikovi p?i plánování lé?by 
• pomáhá p?i hodnocení lé?ebných výsledk?
• usnad?uje komunikaci mezi r?znými lé?ebnými centry 
• poskytuje ur?ité údaje o prognóze 
• podporuje dohled nad vývojem nádorových onemocn?ní [46] 
Písmeno T klasifikuje rozsah primárního nádoru: 
 TX primární nádor nelze hodnotit 
 T0 bez znamének primárního nádoru 
 Tis  intraepiteliální nádor nep?ekra?ující bazální membránu nebo invaze do lamina propria 
  mucosae - karcinom in situ 
 T1 nádor postihuje submukózu, nepror?stá do svalové vrstvy 
 T2 nádor postihuje tunica muscularis propria, pror?stá do svalové vrstvy, ale ne dále T3
 nádor postihuje subserózu  
 T4 nádor p?ímo postihuje jiné orgány ?i struktury a/nebo pror?stá serózu 
  T4a  nádor pror?stá na serózu 
  T4b nádor p?ímo postihuje jiné orgány ?i struktury [46] 
Obrázek 8 Vrstvy st?eva [47] 
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Písmeno N klasifikuje postižení regionálních uzlin:
 NX regionální mízní uzliny nelze hodnotit 
 N0 regionální mízní uzliny bez metastáz 
 N1 1 až 3 regionální mízní uzliny postiženy metastázemi 
  N1a metastázy v 1 regionální mízní uzlin?
  N1b metastázy ve 2 až 3 regionálních mízních uzlinách 
  N1c ložisko nádoru v subseróze nebo v m?kké tkáni bez metastázy v uzlin?  
 N2 4 a více regionální mízní uzliny postiženy metastázemi 
  N2a metastázy ve 4 až 6 regionálních mízních uzlinách   
  N2b metastázy v 7 a více regionálních mízních uzlinách [46] 
Písmeno M klasifikuje vzdálené metastázy: 
 MX vzdálené metastázy nelze hodnotit 
 M0 bez vzdálených metastáz 
 M1 vzdálené metastázy 
  M1a metastázy v jednom orgánu 
  M2b metastázy ve více orgánech [46] 
Tabulka 1 Rozd?lení do stádií 
Stádium T N M
0 Tis N0 M0 
I T1, T2 N0 M0 
II T3, T4 N0 M0 
IIA T3 N0 M0 
IIB T4a N0 M0 
IIC T4b N0 M0 
III jakékoliv T N1, N2 M0 
IIIA T1, T2 N1 M0 
  T1 N2a M0 
IIIB T3, T4a N1 M0 
  T2, T3 N2a M0 
  T1, T2 N2b M0 
IIIC T4a N2a M0 
  T3, T4a N2b M0 
  T4b N1, N2 M0 
IVA jakékoliv T jakékoliv N M1a 
IVB jakékoliv T jakékoliv N M1b 
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2.5 Biologická lé?ba  
 Biologická lé?ba je také ozna?ovaná jako cílená lé?ba. Tato lé?ba p?sobí na konkrétní 
vybranou molekulu, která se podílí na vývoji nádoru, což zp?sobuje dosažení zna?né ú?innosti 
biologické lé?by a menšího po?tu nežádoucích ú?ink? oproti klasické lé?b? chemoterapií nebo 
radioterapií. Bylo prokázáno, že kombinace biologické lé?by s chemoterapií prodlužuje p?ežití 
nemocných s pokro?ilým kolorektálním karcinomem. Vývoj biologika trvá až 15 let a stojí až 30 
miliard korun, proto je biologická lé?ba v?tšinou používaná jako sekundární lé?ba, pokud nezabere 
chemoterapie ?i radioterapie. Biologika jsou v?tšinou protilátky. Mezi nejznám?jší biologika pro CRC 
pat?í Cetuximab, Panitumumab a Bevacizumab [48]. 
2.5.1 Cetuximab 
 Cetuximab, jiným názvem ERBITUX, je chimérická IgG1 monoklonální protilátka, která 
tlumí fyziologické ú?inky epidermálního r?stového faktoru (EGFR). Tato protilátka se váže na vn?jší 
doménu EGFR a tím brání navázání signální molekuly pro p?enos signálu do bu?ky. Touto inhibicí 
dochází k útlumu množení a d?lení bun?k a snížení tvorby nových krevních kapilár. Cetuximab je 
indikován pouze pacient?m, kterým byla vylou?ena KRAS mutace [48].    
2.5.2 Panitumumab 
 Panitumumab, neboli VECTIBIX, je rekombinantní, pln? humánní IgG2 monoklonální 
protilátka, která se váže na EGFR. Tato vazba zp?sobuje p?enos receptoru do bu?ky a tím útlum 
bun??ného r?stu a indukci apoptózy. Penitumumab je stejn? jako Cetuximab indikován pouze 
pacient?m, kterým byla vylou?ena mutace KRAS a navíc i mutace NRAS [48].  
2.5.3 Bevacizumab 
 Bevacizumab, jiným názvem AVASTIN, je rekombinantní humanizovaná monoklonální 
protilátka, která se váže na vaskulární endoteliální r?stový faktor (VEGF) a tím tlumí vazbu na 
receptory, což zp?sobuje útlum r?stu nádoru a vaskularizaci nádoru. Bevacizmab je možné indikovat i 
pacient?m, kte?í mají mutaci RAS [48].  
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3 Praktická ?ást 
3.1 Model bu?ky 
 Cílem této diplomové práce bylo vytvo?it model bu?ky se signálovou dráhou EGFR v 
programu MATLAB. První model byl vytvo?en v programu MATLAB Simulink. Druhý model byl 
vytvo?en v programu MATLAB a skládá se ze Schoeberlova modelu, který je dopln?n o 
pravd?podobnostní matici.  
3.1.1 Signální dráha EGFR 
 Na Obrázku 9 je zobrazena signální dráha EGFR. Ligand (signální molekula) se váže na 
receptor bun??ného povrchu RTK, který zp?sobí dimerizaci receptoru a následné ší?ení signálu p?es 
membránu do vnit?ku bu?ky. Fosforylací molekul KRAS je zapo?at p?enos signálu od receptoru do 
jádra bu?ky. Kináza RAF je navázaná na protein KRAS. Tato vazba zp?sobí fosforylaci RAF a 
následující fosforylaci MEK. Kináza MEK se naváže na ERK, dojde k tvorb? dimeru a pr?chodu ERK 
do jádra, kde ovliv?uje ?adu transkrip?ních faktor?, které kontrolují expresi gen? pro proteiny ?ídící 
bun??ný cyklus. C-MYC, C-FOS, C-JUN jsou transkrip?ní faktory, které spouští a regulují transkripci 
DNA.   
Obrázek 9 Signálová dráha EGFR 
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3.1.2 Model Simulink 
 Tento model bu?ky (Obrázek 10) má t?i vstupy a sedm výstup?. Za vstupy se považuje signál, 
který aktivuje jednu ze t?í signálních drah – signální dráhu WNT, dráhu EGFR a dráhu TGF. Tato 
diplomová práce je zam??ena pouze na dráhu EGFR. Sedm výstup? ozna?uje sedm stav?, do kterých 
se nádorová bu?ka m?že dostat – CELL_SURVIVAL (p?ežití poškozených bun?k), CELL_PROLIFER 
(neomezený r?st),  ANGIOGENESIS (neregulovaná tvorba nových krevních kapilár ? výživa 
nádoru), APOPTOSIS   (porucha apoptózy), G1_CYC_ARREST (porucha G1 fáze bun??ného cyklu 
? není kontrolována a opravena DNA), GENOMIC_INSTABILITY (porucha repara?ního systému – 
poškození MMR gen?), LOSS_GROWTH_INHIBITATION (neomezené d?lení bun?k) viz Obrázek 
11. 
  
 Na Obrázku 11 je možné vid?t blokový diagram, který zobrazuje dráhu EGFR a další d?ležité  
kompartmenty. Oranžovou barvou jsou zobrazeny kinázy, tyrkysovou barvou bun??né proteiny, sv?tle 
modrou barvou transkrip?ní faktory, žlutou barvou jsou ozna?eny kompartmenty bun??ných cykl?, 
zelenou barvou kompartmenty, které souvisí s potla?ením apoptózi. Hn?dou barvou je ozna?en blok 
DNA, který má ?ty?i vstupy a dva výstupy. Tyto ?ty?i vstupy zastupují kompartmenty, které jsou již v 
jád?e a mohou p?sobit na DNA (c_MYC, cJUN, BCANTENIN4 a  p53).  
Obrázek 10 Model bu?ky Simulink 
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  Obrázek 11 Blokový diagram modelu bu?ky 
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 Výstupy z bloku DNA jsou dna_gene_express a dna_damage. Výstup dna_damage je 
kontrolní bodem tohoto modelu. Pokud dojde k n?jakému poškození DNA, sepne se opravný systém 
složený z n?kolika kompartment? (ATM, ATR, CHK1, CHK2 a p53), který poškození opraví a po 
oprav? vstupuje do DNA bloku jako vstup p53. Tento systém je možno vid?t na Obrázku 12. Na tomto 
obrázku je možné také vid?t již zmi?ovaných sedm stav? nádorové bu?ky.  
Obrázek 12 Blokový diagram modelu bu?ky 
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3.1.3 Schoeberl?v model 
Schoeberl?v model p?edstavuje výpo?etní model, který nabízí integrovanou kvantitativní, 
dynamickou a topologickou reprezentaci intracelulárních signálních sítí založených na známých 
složkách signálních cest receptoru epidermálního r?stového faktoru (EGF). Model poskytuje náhled na 
vztah signál-odezva mezi vázáním EGF na receptor na povrchu bu?ky a aktivaci protein? v 
signaliza?ní kaskád? [49]. 
 Receptor EGF pat?í do rodiny receptor? tyrosinkinázy a je exprimován prakticky ve všech 
orgánech savc?. EGF receptory hrají významnou roli b?hem embryonálního a postnatálního vývoje a v 
progresi nádor?. Krom? jejich role v r?stu a diferenciaci, se receptory EGF ú?astní transaktiva?ních 
proces? a podílejí se na vzájemné interakci s dalšími receptory. Vazba EGF na extracelulární doménu 
receptoru EGF indukuje dimerizaci receptoru a autofosforylaci intracelulárních domén. Množství 
signaliza?ních protein? jsou pak p?ipojeny k aktivovaným receptor?m pomocí specifických 
fosfortyrosinových motiv?. Toto modulární spojení signálních molekulu s receptorem má za následek 
fosforylaci, p?enos konforma?ní zm?ny, a/nebo proximální translokaci na cílové membránové 
molekuly. Jsou iniciovány dv? hlavní dráhy, závislé a nezávislé na Shc, což vede k aktivaci RAS-GTP. 
To zase stimuluje aktivaci kaskády MAP kinázy, kinázy RAF, MEK a ERK. Aktivovaná ERK 
fosforyluje a reguluje n?kolik bun??ných protein? a nukleárních transkrip?ních faktor?. Inaktivace 
signalizace receptoru EGF je komplikovaná a není pln? pochopena. Zdá se, že útlum signálu zahrnuje 
n?kolik r?zných mechanism?, v?etn? internalizace, ubikvitinace a degradace. N?které d?kazy 
nazna?ují, že komplexy receptor? EGF pokra?ují v signálu v endosomálních kompartmentech [49]. 
 Tento matematický model popisuje dynamiku dráhy p?enosu signálu EGF dle sít? zobrazené 
na Obrázku 13. Tento obrázek ukazuje schéma kaskády MAP kinázy indukované receptorem EGF. 
Kaskáda MAP kinázy m?že být iniciována cestami závislými na Shc a nezávislými na Shc. Každá 
komponenta je identifikována specifickým modrým ?íslem – jedná se o hodnoty získané z literatury, 
konstanty, nebo vypo?ítané komponenty c dle rovnic, viz p?íloha na CD.  Modrá ?ísla v závorkách 
ur?ují složky po internalizaci (p?esun molekuly z vn?jšího povrchu bu?ky do vnitra bu?ky). Šipky 
p?edstavují reakce uvedené v dodatkové tabulce (viz p?íloha na CD) a vyzna?ují reak?ní rychlosti v1 až 
v125(zelená ?ísla), jejichž výpo?et je uveden v p?íloze na CD. Druhá zelená ?ísla identifikují rychlosti 
po internalizaci. Obrázek 13 je rozd?len na ?ásti A, B, C, D a E dle dráhy EGFR.   
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Obrázek 13 Schoeberl?v model [49] 
 Obrázek 14 a Obrázek 15 p?edstavuje d?je probíhající v EGFR. Molekuly EGF se váží na své 
receptory v pom?ru 1:1, což vede k dimerizaci receptoru a k okamžité autofosforylaci receptor?
následované p?idružením signálních molekul. GAP se váže na dimerizovaný forforylovaný receptor 
(EGF.EGFR)2*. Aktivace RAS m?že prob?hnout dv?ma zp?soby. Bu? GRB2 se sdružuje p?ímo s 
komplexem (EGF. EGFR)2*-GAP viz Obrázek 15 nebo Shc se spojuje s (EGF . EGFR)2*-GAP, který 
je fosforylován receptorovou kinázou a Grb2 se váže na (EGF.EGFR)2*-GAP-Shc* komplex viz 
Obrázek 14.  
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Obrázek 14 ?ást A1 - EGFR, cesta závislá na Shc [49] 
Obrázek 15 ?ást A2 - EGFR, cesta nezávislá na Shc [49] 
 Nakonec se Sos váže na tyto signaliza?ní komplexy a umožnuje vým?nu Ras-GDP na Ras-
GTP viz Obrázek 16 a Obrázek 17.  
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Obrázek 16 ?ást B1 - RAS, cesta závislá na Shc 
Obrázek 17 ?ást B2 - RAS, cesta nezávislá na Shc [49] 
 Ras-GTP tvo?í komplex s Raf inicující aktivaci Raf* (Obrázek 18), což je komplikovaný 
vícestup?ový proces, který je v tomto modelu zjednodušen pouze na jeden fosforyla?ní krok. 
P?edpokládá se, že jedna Ras-GTP molekula aktivuje pouze jednu Raf molekulu a po disociaci z Rak 
se recykluje na Ras-GDP aktivovaným GAP.  
Obrázek 18 ?ást C – RAF [49] 
 Aktivovaný Raf* je prvním krokem kaskády MAP kinázy. Raf* fosforyluje MEK na prvním 
nebo druhém fosforyla?ním míst? (Obrázek 19). 
34 
Obrázek 19 ?ást D – MEK [49] 
 MEK-PP  katalyzuje dvojí fosforylaci ERK. Fosforyla?ní komplexy Raf*, MEK, MEK-PP a 
ERK se nejprve disociují (odd?lí) než dojde k vytvo?ení nového fosforyla?ního komplexu (Obrázek 
20).    
Obrázek 20 ?ást E – ERK [49] 
  Model po?ítá zm?nu koncentrací 94 slou?enin, které jsou d?ležité pro stimulaci EGF 
receptoru. Obrázek 21 ukazuje kinetické chování nejd?ležit?jších p?isp?vovatel? signální kaskády 
(EGFR-KRAS-BRAF-MEK-ERK). Dochází k aktivaci (fosforylaci) 18700 EGF receptor? b?hem 18 
sekund a poté dochází k poklesu, který je v souladu s údaji z literatury. B?hem p?enosu signálu zven?í 
do vnit?ku bu?ky se informace o koncentraci p?ekládají do kinetické informace (fosforylace receptoru 
EGF). Koncetrace EGF a kinetika vazby ovliv?ují rychlost aktivace receptoru EGF. Rychlost aktivace 
receptoru je definována jako po?et fosforylovaných receptor? za sekundu. K aktivaci KRAS molekul 
(14580) dochází v 1 minut?, z grafu lze tedy vy?íst, že p?enos signálu z EGFR do KRAS trvá pouhých 
42 sekund. K aktivaci BRAF molekul (127) dochází v 1 minut? a 20 sekundách. P?enos signálu z 
KRAS k BRAF trvá pouhých 20 sekund, aktivuje se o hodn? mén? molekul. K aktivaci MEK molekul 
(134200) dochází v 3 minut? a 51 sekundách. P?enos signálu z BRAF do MEK trvá 2 minuty a 29 
sekund. K aktivaci ERK molekul (10240000) dochází ve 4 minut? a 5 sekundách. P?enos signálu z 
MEK do ERK trvá pouhých 14 sekund. M?žeme pozorovat obrovské zesílení signálu u MEK a ERK 
[49].  
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 Sou?ástí tohoto modelu jsou kinetické parametry a stavové prom?nné, které udávají stav 
systému v ur?itém ?ase (nap?. po?et molekul ur?ité slou?eniny). Kinetické parametry byly p?evzaty z 
literatury (viz. p?íloha na CD). Model je založen na oby?ejných diferenciálních rovnicích a skládá se z 
94 stavových prom?nných (slou?enin) a 95 parametr?. M?že se zdát, že po?et parametr? je pom?rn?
malý vzhledem k po?tu prom?nných, je to proto, že stejná sada parametr? byla použita pro receptory 
na povrchu a uvnit? bu?ky. V tomto modelu se p?edpokládá, že identické reakce mají stejné parametry.
 Odvození jedné z 94 oby?ejných diferenciálních rovnic (pro vazbu EGF na receptor EGFR). 
Tvorba [EGF . EGFR] z [EGF] a [EGFR] (Obrázek 14) a dimerizace [EGF . EGFR] jsou považovány 
za reakce druhého ?ádu:  
[EGFR ]+[EGF ]?k −1
k 1 [EGF ?EGFR ]            (1) 
[EGF ?EGFR]+[EGF ?EGFR ]?k −2
k 2 [EGF ?EGFR ]2         (2) 
Výpo?et pro rychlost reakce v1 produkující [EGF . EGFR] a reak?ní rychlost v2, která spot?ebovává 
[EGF.EGFR] jsou:  
v1= k1 [EGFR ][EGF ]− k−1 [EGF ? EGFR ]    (3) 
v2= k2 [EGF ?EGFR ][EGF ?EGFR ]− k− 2 [EGF ?EGFR ]2    (4) 
kde k1 a k2 jsou konstanty dop?edné rychlosti a k-1 a k-2 jsou konstanty zp?tné rychlosti.  
Obrázek 21 Pr?b?hy signál? v dráze EGFR 
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 Abychom zjistili zm?nu koncentrace ur?ité složky [Ci] v pr?b?hu ?asu, vypo?ítáme sou?et 
reak?ních rychlostí produkujících [Ci] mínus rychlosti spot?ebovávající [Ci] podle následující 
diferenciální rovnice, kde i p?edstavuje jednu z 94 slou?enin:  
d [C i]
dt =? v produkované −? vspot?ebovávané        (5) 
Ostatní parametry rovnice byly sestaveny stejným zp?sobem, viz p?íloha na CD.  
3.1.4 Pravd?podobnostní matice 
 Pravd?podobnostní matice je matice, ve které se po?ítají pravd?podobnosti spontánních a 
indukovaných mutací jednotlivých gen?.  
 Spontánní mutace jsou mutace, které vznikají p?i chyb? replikace DNA a jejich 
pravd?podobnost je 10-6/ bun??né d?lení. 
 Indukované mutace jsou náhodné mutace vyvolané mutagenními faktory. Mutagenní faktory 
jsou bu? fyzikální (nap?. UV, ionizující zá?ení), chemické (nap?. barviva, organická rozpoušt?dla) a 
biologické (nap?. viry). Jelikož nejsou známé informace o zásahu mutagenními faktory, je v modelu 
pravd?podobnost indukované mutace  10-6 * velikost kódující oblasti genu.  
 V tomto modelu se p?edpokládá shodný vliv na v?tšinu námi sledovaných gen?. Celková 
muta?ní rychlost u každého genu odráží jeho délku v párech bází kódující oblasti. N?které z t?chto 
gen? však mají z ur?itých d?vod? celkovou pravd?podobnost muta?ního zásahu zvýšenou a to 
v ur?itých oblastech dané sekvence genu tzv. hot spot místech. Tato místa jsou tedy výrazn? ?ast?ji 
mutovaná oproti ostatním ?ástem genu. Z t?chto d?vodu byla u genu KRAS a MGMT zvýšena priorita 
výskytu mutace.  
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Sledované geny a jejich velikosti jsou sepsány v Tabulce 2. 
Tabulka 2 Sledované geny 
Název genu Velikost kódující oblasti genu [pb]
EGF 3624
EGFR 3633
KRAS 567
BRAF 2301
MAP2K1 1182
MAP2K2 1203
MAPK1 1083
MAPK3 1140
TP53 1182
MLH1 2271
MLH3 2805
MSH2 4083
MSH6 3414
MSH3 4362
PMS1 2799
PMS2 2589
APC 8532
MGMT 717
PIK3CA 3207
Postup pro výpo?et bun??ných cykl? st?evní bu?ky: 
Matice má rozm?r 3000 ?ádk? x 19 sloupc?. 3000 ?ádk? ur?uje po?et bun??ných cykl? a 19 
sloupc? ur?uje po?et zkoumaných gen?.  
 3000 bun??ných cykl? proto, že model simuluje v rámci 30 let. Genera?ní doba st?evní bu?ky 
je 4-5 dní, to znamená, že každých 4-5 dní probíhá bun??ný cyklus a vznikají nové st?evní bu?ky.  
1 rok = 365 a ¼ dní  
30 let = 10957,5 dní   
10957,5 / 4 (genera?ní doba) = 2739,375 bun??ných cykl?  ? po zaokrouhlení 3000 bun??ných cykl?
 Jak již bylo ?e?eno, indukované mutace vznikají náhodn?, proto je v tomto modelu vytvo?ena 
matice s náhodn? vygenerovanými hodnotami 0 a 1. Indukovaná mutace se v daném cyklu na genu 
projeví, pouze tehdy, pokud na pozici je hodnota 1.
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Ukázka kódu pro indukované mutace: 
                                % matice 3000 radku - pocet cyklu, 19 sloupcu - pocet genu 
PM=round(rand(3000,19));     % vygenerovani nahodne matice s hodnotami 0 a 1 -    
     nahodnost pro indukovane mutace
PM(1,:)=0;                        % prvni radek nuly
for i=1:3000;                 % 1 az 3000 cyklu
PM(i+1,1)=i*1e-6;              % pravdepodobnost spontanni mutace (po kazdem cyklu)
end
a_EGF=3624*1e-6;             % pravdepodobnost indukovane mutace - dle velikosti genu
a_EGFR=3633*1e-6;
a_KRAS=3*567*1e-6;       % nastavena vyssi priorita
Ukázka kódu pro výpo?et pravd?podobnostní matice:
% zvysovani pravdepodobnosti - po kazdem cyklu se zvysuje pravdepodobnost
% mutaci, bere se vzdy hodnota z predchoziho cyklu + nova hodnota
PM(2,1)=PM(2,1)*a_EGF;
for i=3:3000;
    PM(i,1)=PM(i-1,1)+PM(i,1)*a_EGF;        
end
PM(2,2)=PM(2,2)*a_EGFR;
for i=3:3000;
    PM(i,2)=PM(i-1,2)+PM(i,2)*a_EGFR;
end
 Hodnoty pravd?podobnosti mají vliv na Schoeberl?v model. K vstupním hodnotám se 
p?ipo?ítávají hodnoty pravd?podobnosti. Tímto zp?sobem jsou ovlivn?ny výstupy ze Schoeberlova 
modelu.  
3.2 Systém p53 
 Regulace bun??ného cyklu v mnohobun??ném organismu podléhá p?ísné kontrole. Má zásadní 
význam pro embryonální vývoj i pro správnou funkci jednotlivých tkání dosp?lého organismu. V 
reakci na okolní i vnit?ní stav je bu?ka schopna aktivovat signální dráhy zastavující bun??ný cyklus. 
Tuto zástavu zajiš?ují inhibitory cyklin dependentních kináz (Cdkl). Regulaci aktivity inhibitor? Cdk 
má na starost protein p21, který p?estavuje jeden z klí?ových protein? p?i supresi proliferace po 
poškození DNA. Jeho aktivita je spojena s proteinem p53, který je ozna?ován za hlavního strážce 
genomu. P?i poškození DNA dochází ke stabilizaci p53 a nár?stu jeho aktivity jako transkrip?ního 
faktoru. Krom? jiného aktivuje i transkripci p21, který zajistí zástavu bun??ného cyklu a poskytne tím 
?as na opravu poškozené DNA [1].   
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 Systém p53 je v tomto modelu navržen tak, že kontroluje všechny vybrané geny a identifikuje 
jejich poškození. P?vodn? m?la být použita dle zadání neuronová sí? backpropagation, avšak po 
podrobn?jším prozkoumání teorie a nevyda?eném nau?ení neuronové sít?, byl zvolen jednodušší a 
efektivn?jší zp?sob. Míra poškození je nastavena pomocí dvou prah?, práh opravitelnosti a práh 
neopravitelnosti. Hodnota prahu opravitelnosti je nastavena na 0.7, což znamená 70% 
pravd?podobnost mutací. Práh neopravitelnosti je nastaven na 0.9 (90% pravd?podobnost mutací).  
 Vstupem do systému p53 je pravd?podobnostní matice. Jak již bylo ?e?eno, dochází ke 
kontrole všech vybraných gen?. Pokud je hodnota pravd?podobnosti vyšší než hodnota prvního prahu, 
ale nižší než hodnota druhého prahu, dochází k oprav? a hodnota pravd?podobnosti se sníží pod 
hodnotu prvního prahu. Pokud však hodnota pravd?podobnosti vzniku mutace vzroste nad druhý práh, 
systém se zastaví a program vypíše hlášku typu: „mutovaný EGF – nelze opravit“ a napíše i 
v kolikátém bun??ném cyklu došlo k takto výraznému poškození genu. P?ekro?ení prahu 
neopravitelnosti má vliv na DDR bariéru (DNA damage response). 
Ukázka kódu pro systém p53: 
% prah opravitelnosti - pokud bude prekrocen -> opravitelna mutace
po=0.7;
% prah neopravitelnosti - pokud bude prekrocen -> neopravitelna mutace -
% vliv na DDR barieru
pn=0.9;
% System TP53, Identifikace poskozenÃ½ch genu 
for i=1:3000
   if PM(i,2)>po & PM(i,2)<pn
       PM(i,2)=0.69;
   end
   if PM(i,2)>pn
       DI=sprintf('mutace EGFR - nelze opravit, cyklus:%d ',i)
       break
         end
end
Výpis Command Window:
'mutace EGFR - nelze opravit, cyklus:493 ' 
 Díky tomuto systému okamžit? zjistíme, kdy a které geny v modelu byly poškozeny. Tato 
informace je velmi d?ležitá pro vybrání vhodných pacient? k použití biologické lé?by.  
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3.3 Systém MSI 
 MSI problematika je popsána v kapitole 2.3. 
 Systém MSI má za úkol identifikovat poškození repara?ního systému bu?ky na základ?
výskytu MSI, tedy v d?sledku poškození klí?ových repara?ních gen? (MMR gen?).  
 Vstupem do toho systém je op?t pravd?podobnostní matice. Poškození všech gen? bylo 
kontrolováno pomocí systému p53. V tomto systému se navíc kontroluje, kolik gen? z MMR skupiny 
je poškozeno. Pokud není poškozen ani jeden gen, program vypíše hlášku „MSS – systém stabilní“. 
Pokud dojde k poškození jednoho až dvou gen?, program vypíše hlášku „MSI-L – systém lehce 
nestabilní“ a pokud dojde k poškození t?í a více gen?, program vypíše hlášku „MSI-H – systém t?žce 
nestabilní“.  
 Toto nastavení je ur?eno dle teorie v kapitole 2.3.3, která uvádí pro MSI-L ?etnost mutací nižší 
než 30-40 %. V tomto modelu je sedm MMR gen?, z toho vyplývá, že práh pro MSI-L je dva 
mutované geny.    
Ukázka kódu pro MSI systém:  
c=length(find(b==1));
% vypsani hlasky
if c==0            % neni poskozen zadny MMR gen
       DI=sprintf('MSS - system stabilni')
end
  if c==1  & c==2   % poskozeny 1 az 2 MMR geny
      DI=sprintf('MSI-L - system lehce nestabilni') 
      else
         DI=sprintf('MSI-H -system tezce nestabilni')  % poskozeno vice než 2 MMR geny
  end
3.4 DDR bariéra 
 V boji proti hrozbám zp?sobeným poškozením DNA bu?ky se vyvinuly mechanismy - 
kolektivn? nazývané DNA-damage response (DDR) - pro detekci poškození DNA, signalizaci jejich 
p?ítomnosti a podporu jejich opravy. Bu?ky defektní v t?chto mechanismech obecn? vykazují 
zvýšenou senzitivitu v??i ?inidl?m poškozujícím DNA a mnoho takových defekt? zp?sobuje 
onemocn?ní. P?estože se soust?edí na opravu DNA a signalizace poškození DNA zvláš?, tyto systémy 
fungují spole?n? [50].  
 Strukturální zm?ny na DNA vážn? ovliv?ují její funkce, jako je replikace a transkripce, a hrají 
hlavní roli v rozvoji nemoci a rakoviny. Komplikovaná a zapletená sí? mechanismu odpov?di na 
poškození DNA (DDR) zahrnuje mnoho?etné opravy DNA, procesy tolerance poškození a kontrolní 
body bun??ného cyklu, které zajiš?ují integritu genomu [50].  
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 Na zvýšené aktivit? DDR bariéry se mohou uplat?ovat i jiné zm?ny než nukleotidové mutace, 
nap?. chromozomové zm?ny strukturální i po?etní. Tyto zm?ny zp?sobují bun??ný stres a aktivaci 
DDR bariéry. V d?sledku poškození se stává DDR bariéra ?asem nefunk?ní a dochází k 
nekontrolované kumulaci zm?n, které m?že vyústit v maligní transformaci [50].  
 P?vodn? m?l být použit na DDR bariéru fuzzy expertní systém, avšak po podrobn?jším 
prostudování teoretický poznatk?, byl zvolen jednodušší a efektivn?jší zp?sob. Fuzzy systém byl 
použit pro roz?azení pacient? dle TNM.  
 DDR bariéra je v tomto modelu reprezentována jako k?ivka, která ukazuje míru poškození 
DNA. Jsou do ní zahrnuty všechna neopravitelná poškození sledovaných gen?, aby bylo z?ejmé, jak 
velký vliv to má na organismus.  
 Na po?átku je tato bariéra nulová. Po každém cyklu, kdy prob?hne zvýšení pravd?podobnosti 
mutace a jestliže dojde k p?ekro?ení prahu neopravitelnosti, dojde ke zvýšení frekvence mutace a tím 
ke zvýšení hodnoty DDR bariéry (Obrázek 22).  
  
  
 Na Obrázku 22 je vyzna?en zelený práh pro intenzivn?jší sepínání DDR bariéry. K tomuto 
jevu dochází po nevratném poškození šesti gen? a vyzna?uje se ?ast?jším neopravitelným poškození 
sledovaných gen?. Dále je vyzna?en ?ervený práh pro maligní transformaci bu?ky. Tento práh je 
nastaven dle modelu adenom-karcinom v kapitole 2.3.1, kdy v 75% cesty od adenomu ke karcinomu 
dochází k maligní transformaci. Z 19 sledovaných gen? dojde k maligní transformaci, pokud bude 
poškozeno více jak 14 gen?.  
  
Obrázek 22 DDR bariéra 
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Ukázka kódu pro výpo?et DDR bariéry:
% DDR bariera -> pokud doslo k prekroceni prahu neopravitelnosti, DDR
% bariera se zvedne o 1
p_1=min(find(PM(:,1)>0.9));         % hledani prekroceni prahu neopravitelnosti
DDR=zeros(3000,1);
for i=1:3000;
    if PM(i,1)>pn
        DDR(i,:)=DDR(i,:)+1;            % zvednuti hodnoty DDR bariery o 1
    end
3.5 Testování modelu  
3.5.1 Poškození gen?
 Bylo provedeno n?kolik simulací. V Tabulce 3 jsou uvedeny sledované geny a cykly, ve 
kterých došlo k neopravitelnému poškození gen?. Jako první je poškozen gen APC, potom MMR 
geny, gen BRAF a KRAS a mezi posledními poškozenými geny je gen TP53. Tyto výsledky potvrzují 
model vzniku CRC dle Fearona a Vogelsteina viz kap 2.3.1. V Tabulce 3 jsou uvedeny dv? simulace, 
aby bylo vid?t, že hodnoty cykl? se navzájem liší, ?ímž je možno zkontrolovat náhodnost 
indukovaných mutací. Po?adí se sice nezm?nilo, protože pravd?podobnost indukované mutace je 
ovlivn?na velikostí kódujících oblastí gen?.  
 Model se testoval i na klinických datech. K testování modelu byl použit soubor pacient? s 
diagnózou kolorektálního karcinomu. P?vodní soubor byl p?eveden na soubor s numerickými 
hodnotami, které zastupují míru poškození jednotlivých gen? (po?et mutací). Díky tomuto p?evodu, 
nelze identifikovat pacienta. Je tedy spln?na podmínka sm?rnice GDPR o ochran? osobních údaj?.  
Ukázka kódu pro testování systému p53 a MSI v modelu: 
load pacienti.mat    % nacteni souboru pacientskych dat 
% p53 system
for i=1:length(pacienti)
    if pacienti(i,3)>0
        DI=sprintf('mutace KRAS, pacient:%d ',i)
        break
    end
end 
% MSI system
for i=1:length(pacienti)
       if pacienti(i,8)==0
           DI=sprintf('MSS - system je stabilni, pacient:%d ',i)
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       elseif pacienti(i,8)>0 & pacienti(i,8)<=2
           DI=sprintf('MSI-L - system je lehce nestabilni, pacient:%d ',i)
       else
           DI=sprintf('MSI-H - system je nestabilni, pacient:%d ',i)
       break
       end    
   end
P?íklad vypsaných dat v Command Window:
'mutace KRAS, pacient:1 ' 
'MSI-L - systém je lehce nestabilní, pacient:1 ' 
'MSS - systém je stabilní, pacient:6 ' 
'MSI-H - systém je nestabilní, pacient:10  
'mutace TP53, pacient:43 ' 
Vypsaná data souhlasí s daty v souboru pacient?.  
1.simulace 2.simulace
GEN CYKLUS CYKLUS
APC 226 222
MLH3 456 406
MSH6 457 449
EGFR 493 518
PIK3CA 560 558
MSH3 546 567
MSH2 590 636
PMS1 658 658
PMS2 708 669
MLH1 781 763
BRAF 747 799
MGMT 846 807
KRAS 1032 1033
MEK-MAP2K2 1453 1437
MEK-MAP2K1 1508 1522
ERK-MAPK3 1553 1543
TP53 1518 1554
ERK-MAPK1 1666 1599
EGF ne ne
Tabulka 3 Výsledky poškození sledovaných gen?
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3.5.2 Roz?azení pacient? dle TNM 
 Pro testování modelu dle klasifikace TNM byl zvolen fuzzy systém typu mamdani. Jedná se o 
nej?ast?ji používanou techniku fuzzy inference. Tento systém byl vytvo?en profesorem z londýnské 
univerzity Ebrahimem Mamdani v roce 1975 [50]. 
Proces fuzzy inference dle Mamdani se provádí ve ?ty?ech krocích:
• fuzzifikace vstupních dat 
• nastavení pravidel 
• agregace výstup? a pravidel  
• defuzzifikace. 
 Proces inference je zobrazen na Obrázku 23. Prvním krokem je fuzzifikace, která p?edstavuje 
p?evedení ostrých hodnot (vstupních dat) na fuzzy množiny (jazykové prom?nné s funkcí p?íslušnosti). 
Funkce p?íslušnosti m?že nabývat všech hodnot od 0 do 1. Tvar funkce p?íslušnosti m?že být r?zný, 
viz. Obrázek 24. Pro výpo?etní jednoduchost se nej?ast?ji používají lineární funkce – konstantní, 
trojúhelníková, lichob?žníková (trapezidální) a další [52]. 
Obrázek 23 Fuzzy systém [52] 
Obrázek 24 Tvary funkcí p?íslušnosti [52] 
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 V dalším kroku je pot?eba nastavit jednotlivá pravidla, podle kterých fuzzy systém generuje 
výstupní fuzzy množiny. Fuzzy pravidla se tvo?í pomocí implikace IF antecedent THEN konsekvent
(jestliže vstup potom výstup) a pomocí logických spojek and (a sou?asn?) a or (nebo). Spojka and
ozna?uje pr?nik fuzzy množin, který definován operací minimum. Spojka or ozna?uje sjednocení 
fuzzy množin definovaný pomocí operace maximum (Obrázek 25) [52].  
 Posledním krokem je defuzzifikace. V tomto bloku dochází k p?evedení fuzzy množiny na 
ostrou výstupní hodnotu. Metod defuzzifikace existuje mnoho, mezi nej?ast?ji používanou metodou je 
metoda t?žišt?. Výpo?et výsledného ostrého výstupu leží v t?žišti. 
 Inferen?ním mechanizmem se rozumí použitý typ fuzzy systému [52].  
3.5.2.1 Fuzzy systém 
 K vytvo?ení fuzzy systému byl použit Fuzzy Logic Toolbox programu MATLAB, model 
mamdani. Model mamdani je testován na stejném souboru jako v kapitole 3.5.1. Do mamdani modelu 
vstupuje jedenáct vstupních hodnot (EGF, EGFR, KRAS, BRAF, MEK, ERK, TP53, APC, MGMT, 
PIK3CA a MSI). Bylo použito pouze t?chto jedenáct ukazatel?, protože pat?í mezi nejd?ležit?jší 
genetické ukazatele vývoje kolorektálního karcinomu a bylo k nim získáno nejvíce dat.  Výstup tohoto 
modelu je pouze jeden a to roz?azení pacient? do stádií. Na Obrázku 26 je možno vid?t vstupy a 
výstupy a nastavené vlastnosti fuzzy systému. 
Nastavené vlastnosti pro fuzzy systém: 
Name='Fuzz'    % nazev FIS souboru
Type='mamdani'    % typ fuzzy systemu
Version=2.0
NumInputs=11    % pocet vstupu
NumOutputs=1    % pocet vystupu
NumRules=9    % pocet pravidel
AndMethod='min'   % metoda pro spojku and
OrMethod='max'    % metoda pro spojku or
ImpMethod='min'   % metoda pro implikaci
AggMethod='max'   % metoda pro agregaci
DefuzzMethod='centroid'   % metoda pro defuzzikaci
Obrázek 25 Pr?nik a sjednocení [52]
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3.5.2.2 Vstupy a výstupy systému a jejich funkce p?íslušnosti 
 Každá vstupní hodnota má dva stavy – stav nepoškozen a stav poškozen. Tyto stavy jsou v 
modelu nazna?eny pomocí trapezoidální (lichob?žníkové) funkce p?íslušnosti (ozn. trapmf), která je 
definována pomocí ?ty? vrchol? v bodech (x1,0),(x2,1),(x3,1),(x4,0). Každý vstup má vlastní funkci 
p?íslušnosti s vlastním nastavením vrcholových bod?. Na ose x leží vstupní prom?nné a na ose y 
stupe? p?íslušnosti, který ur?uje, jak moc daná vstupní hodnota náleží do funkce p?íslušnosti. 
Jednotlivé vlastnosti všech vstupních funkcí p?íslušnosti jsou uvedeny níže. Byly nastaveny dle 
vstupních dat. Grafické zobrazení funkcí p?íslušnosti, nap?. pro vstup EGF, je na Obrázku 27.   
Vlastnosti vstupních funkcí p?íslušnosti: 
[Input1]
Name='EGF'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.9 0 0.6 0.7]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.6 0.7 1 1.9]
[Input2]
Name='EGFR'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.36 0 0.5 0.65]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.581 0.656 1.04 1.36]
Obrázek 26 Fuzzy systém 
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[Input3]
Name='KRAS'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-1.834 0 0.5 0.65]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.618 0.718 1.12 1.13] 
 [Input4]
Name='BRAF'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.5 0 0.5 0.65]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.607 0.687 1.43931398416887 1.74]
[Input5]
Name='MEK'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.157 -0.154 0.43 0.563]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.5 0.52 1.11 1.22]
[Input6]
Name='ERK'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.1354 -0.05932 0.46 0.5846]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.466 0.5 1.13 1.19]
[Input7]
Name='TP53'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.152 -0.152 0.45 0.568]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.439 0.51 1.109 1.16]
[Input8]
Name='MSI'
Range=[0 1]
NumMFs=10
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.109861477572559 0.00263852242744056 0.602638522427441 
0.702638522427441]
MF2='6':'trapmf',[5.5 6 6.5 7]
MF3='2':'trapmf',[1.2 1.5 2 2.5]
MF4='3':'trapmf',[2.5 3 3.5 4]
MF5='4':'trapmf',[3.5 4 4.5 5]
MF6='5':'trapmf',[4.5 5 5.5 6]
MF7='7':'trapmf',[6.5 7 7.5 8]
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MF8='8':'trapmf',[7.5 8 8.5 9]
MF9='9':'trapmf',[8.5 9 9.5 12]
MF10='poskozen':'trapmf',[0.574 0.79 1.02506596306069 1.29]
[Input9]
Name='APC'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.183 0.0172 0.408 0.537]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.476 0.62664907651715 1.15 1.2]
[Input10]
Name='MGMT'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.173 -0.144 0.4 0.547]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.482 0.602 1.19 1.2]
[Input11]
Name='PIK3CA'
Range=[0 1]
NumMFs=2
MF1='neposkozen':'trapmf',[-0.175 -0.157 0.4 0.545]
MF2='poskozen':'trapmf',[0.474 0.6 1.144 1.19]
  
Obrázek 27 Funkce p?íslušnosti vstup?
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 Výstup reprezentuje jednotlivá stádia kolorektálního karcinomu (stádium 0 až stádium IV). V 
modelu je nastaveno p?t trojúhelníkových funkcí p?íslušnosti (ozn. trimf), které jsou definovány t?emi 
vrcholy v bodech (x1,0), (x2,1), (x3,0). Vlastnosti výstupních funkcí p?íslušnosti jsou uvedeny dále. 
Vstupní data jsou dle nastavených pravidel roz?azena do jednotlivých stádií, viz Obrázek 28. Stádium 
3 a stádium 4 mají nejv?tší spole?ný pr?nik. Je to dáno tím, že stádium 3 a stádium 4 jsou si velmi 
podobné.   
Ukázka kódu pro roz?azení pacientských dat dle TNM:  
% nastaveni prahovych hodnot pro jednotliva stadia
  if output(in,:)>0 & output(in,:)<0.2
     stadium(in,:)=0;
end
if output(in,:)>0.2 & output(in,:)<0.35
    stadium(in,:)=1;
end
if output(in,:)>0.35 & output(in,:)<0.54
     stadium(in,:)=2;
end
if output(in,:)>0.54 & output(in,:)<0.76
     stadium(in,:)=3;
end
if output(in,:)>0.76 & output(in,:)<1.1 
     stadium(in,:)=4;
end
  
Obrázek 28 Funkce p?íslušnosti výstup?
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Vlastnosti výstupních funkcí p?íslušnosti:
[Output1]
Name='stadium'
Range=[0 1]
NumMFs=5
MF1='stadium0':'trimf',[0 0.1 0.2]
MF2='stadium1':'trimf',[0.168733509234828 0.268733509234829 0.368733509234829]
MF3='stadium2':'trimf',[0.342480211081794 0.442480211081794 0.542480211081794]
MF4='stadium3':'trimf',[0.518 0.650395778364116 0.766]
MF5='stadium4':'trimf',[0.703 0.858839050131926 0.995]
Všechny hodnoty byly nastaveny experimentáln?. 
3.5.2.3 Báze pravidel 
 V modelu je nastaveno dev?t pravidel. Pravidla jsou nastaveny experimentáln? dle 
pacientských dat. Pro stádium 1 jsou nastavena dv? pravidla, pro stádium 2 pouze jedno, pro stádium 3 
také jen jedno a pro stádium 4 bylo nastaveno p?t pravidel. Pro stádium 4 bylo nastaveno nejvíce 
pravidel, aby bylo lépe odd?litelné od stádia 3.   
  
Obrázek 29 Nastavení pravidel 
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Nastavená pravidla: 
1. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is neposkozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is neposkozen) and (MSI 
is neposkozen) and (APC is neposkozen) and (MGMT is neposkozen) and (PIK3CA is neposkozen) 
then (stadium is stadium1) (1)  
2. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is neposkozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is neposkozen) and (MSI 
is neposkozen) and (APC is poskozen) and (MGMT is neposkozen) and (PIK3CA is neposkozen) then 
(stadium is stadium1) (1)  
3. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is poskozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is neposkozen) and (MSI 
is neposkozen) and (APC is neposkozen) and (MGMT is poskozen) and (PIK3CA is neposkozen) then 
(stadium is stadium3) (1)  
4. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is neposkozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is poskozen) and (MSI is 
neposkozen) and (APC is poskozen) and (MGMT is poskozen) and (PIK3CA is neposkozen) then 
(stadium is stadium4) (1)  
5. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is neposkozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is neposkozen) and (MSI 
is neposkozen) and (APC is poskozen) and (MGMT is poskozen) and (PIK3CA is neposkozen) then 
(stadium is stadium4) (1)  
6. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is neposkozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is poskozen) and (MSI is 
3) and (APC is poskozen) and (MGMT is neposkozen) and (PIK3CA is neposkozen) then (stadium is 
stadium4) (1)  
6. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is neposkozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is poskozen) and (MSI is 
3) and (APC is poskozen) and (MGMT is neposkozen) and (PIK3CA is neposkozen) then (stadium is 
stadium4) (1)  
8. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is neposkozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is neposkozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is neposkozen) and (MSI 
is 3) and (APC is neposkozen) and (MGMT is neposkozen) and (PIK3CA is poskozen) then (stadium 
is stadium4) (1)  
9. If (EGF is neposkozen) and (EGFR is neposkozen) and (KRAS is poskozen) and (BRAF is 
neposkozen) and (MEK is poskozen) and (ERK is neposkozen) and (TP53 is neposkozen) and (MSI is 
poskozen) and (APC is neposkozen) and (MGMT is neposkozen) and (PIK3CA is neposkozen) then 
(stadium is stadium2) (1)  
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 Na Obrázku 30 lze pozorovat implikaci, agregaci a defuzzifikaci. Vstupní hodnoty se 
zobrazují bu? pomocí svislé ?ervené linky (jezdce) nebo zapsaných hodnot v kolonce input. Vstupy se 
dají m?nit. Pokud vstupní hodnota náleží do n?jaké funkce p?íslušnosti (lichob?žník), vybarví se 
polí?ko žlut? a ur?í se stupe? p?íslušnosti vstupní hodnoty. Dle nastavených metod pro výpo?et 
použitých implikací a spojek je provedena defuzzifikace. Každý ?ádek p?edstavuje jedno nastavené 
pravidlo. Jelikož v tomto modelu jsou ve všech pravidlech nastaveny spojky and, dochází k výpo?tu 
minima. Z každého ?ádku se tedy vybere minimální hodnota, která je zobrazena jako modrá plocha ve 
výstupní funkci p?íslušnosti pro nadefinovaná stádia. Z t?chto modrých ploch se vezme maximální 
hodnota a poté se vypo?ítá defuzzifikace dle vybrané metody, v tomto modelu je vybrána metoda 
t?žišt?.  
3.5.2.4 Vyhodnocení roz?azení 
 Vstupní soubor byl p?edem roz?azen dle TNM klasifikace pro porovnání s roz?azením dle 
navrhnutého modelu. 
Ukázka kódu pro vyhodnocení roz?azení pacient?: 
stadia=zeros(220,1);
stadia(3:41,:)=1;                 % pacienti, kteri byli ve stadiu 1
stadia(42:96)=2;                  % pacienti, kteri byli ve stadiu 2
stadia(97:183)=3;                % pacienti, kteri byli ve stadiu 3  
stadia(183:220)=4;               % pacienti, kteri byli ve stadiu 4
S=[stadium stadia];               % [(rozrazeni pacienti modelem) (rozrazeni pacienti dle TNM)]
spravne=stadium-stadia;          % tam, kde vychazi 0, doslo k spravne rozrazenym pacientum
spra=length(find(spravne==0));   % pocet spravne rozrazenych pacientu
xlswrite('vysledek',S);          % vystup excel
Obrázek 30 Implikace, agregace a defuzzifikace 
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 V Tabulce 4 jsou zobrazeny po?ty pacient?, po?ty správn? roz?azených a neroz?azených 
pacient? v jednotlivých stádiích a celkové po?ty.  
Tabulka 4 Roz?azení pacient?
???????? ??????????? ?????????? ???????????? ??????????????
?? ?? ?? ?? ??
?? ??? ??? ??? ???
??? ??? ??? ??? ???
???? ??? ?? ??? ??
??? ??? ?? ??? ??
???????? ???? ??? ???? ???
 P?vodní soubor m?l 275 pacient?, avšak 55 z nich nebylo možné roz?adit dle TNM, proto byly 
tito pacienti vy?azeni. Do modelu tedy vstupovalo 220 pacient? – 2 pacienti byli ve stádiu 0, 39 
pacient? bylo ve stádiu I, 55 pacient? bylo ve stádiu II, 86 pacient? bylo ve stádiu III a 38 pacient?
bylo ve stádiu IV. Správn? roz?azených pacient? bylo 61 a špatn? roz?azených pacient? bylo 159. 
Model je tedy funk?ní jen z 28 %. Nejlépe bylo roz?azeno stadium II a I a nejh??e stádium III a IV. 
Funk?nost modelu by se dala zvýšit v?tším po?tem dat a pravidel, vhodn?jším nastavením parametr? a 
metod výpo?t? a v první ?ad? homogenitou souboru.  
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Záv?r 
 V p?edložené práci byl vytvo?en model bu?ky se signální dráhou EGFR v programu 
MATLAB. První model byl vytvo?en v programu MATLAB Simulink a sloužil ke grafickému 
zobrazení vybrané dráhy. Druhý vychází ze Schoeberlova modelu, který nabízí integrovanou 
kvantitativní, dynamickou a topologickou reprezentaci intracelulárních signálních sítí založených na 
definovaných složkách signální dráhy EGFR. Model byl dále dopln?n pravd?podobnostní maticí, 
systémem p53, MSI, DDR bariérou a fuzzy systémem pro roz?azení dat pacient? dle TNM klasifikace. 
 Pravd?podobnostní matice obsahuje pravd?podobnosti spontánních a indukovaných mutací. V 
tomto modelu se p?edpokládá shodný vliv na v?tšinu námi sledovaných gen?. Celková muta?ní 
rychlost u každého genu odráží jeho délku v párech bází kódující oblasti. Vyšší priorita muta?ní 
rychlosti je nastavena u genu KRAS a MGMT, bylo totiž empiricky zjišt?no, že tyto geny mutují 
daleko ?ast?ji než ostatní kv?li tzv. hot spot místech.   
 Systém p53 je navržen jako hlavní strážce, který kontruje poškození všech 19 sledovaných 
gen?. Díky této funkci okamžit? zjistíme, kdy a které geny byly mutovány. Jako první byl poškozen 
gen APC, potom MMR geny, gen BRAF a KRAS a mezi posledními poškozenými geny byl gen TP53. 
Tyto výsledky potvrzují Fearon-Vogelstein model vzniku CRC. Této informace je možné využít i k 
vybrání vhodné biologické lé?by pro pacienty s mutovanou, ?i wild type KRAS alelou.  
 DDR bariéra je v modelu navržena jako k?ivka ukazující míru poškození bu?ky v horizontu 30 
let.   
 Po testování navrženého modelu, byla ov??ena jeho funk?nost na souboru 220 pacient? s 
diagnózou kolorektálního karcinomu. Na základ? testovaných dat bylo zjišt?no, že správn?
roz?azených pacient? bylo 61 a špatn? roz?azených pacient? bylo 159. Funk?nost modelu ?inila jenom 
28%. Nejlépe bylo roz?azeno stadium II a I a nejh??e stádium III a IV. Nízká úsp?šnost p?i testování 
vysv?tlujeme nehomogenitou souboru. Je to dáno malým po?tem informací o možných dalších a ?asto 
i neznámých sekven?ních zm?n ve sledovaných genech. K nízké shod? p?ispívá i nedostatek 
klinických, patologických, histologických, ale i terapeutických informací. 
 Na základ? získaných výsledk? bylo by dobré získat maximum informací ve sledovaných 
genech, dalších laboratorních výsledk? a v rámci spolupráce s klinickými specialisty více dat o 
zdravotním stavu pacient? i z dlouhodob?jšího hlediska. Problémem je finan?ní stránka a ?asová 
náro?nost takového projektu. V neposlední ?ad? by bylo vhodné za?adit do signální dráhy v?tší po?et 
gen? a rozší?it alternativní k?ižovatky mezi jednotlivými drahami.  
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